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【要約】
【目的】 
原発性アルドステロン症（PA）は、二次性高血圧の主要な原因の一つである。 
PAの2つの主要なサブタイプは、片側性アルドステロン産生腺腫（APA）または両側性
特発性副腎過形成に分けられる。過剰なアルドステロン分泌は、低カリウム血症、ナ
トリウムの再吸収、および体液貯留を引き起こし、血漿量と血圧の増加につながる。 
近年、アルドステロン産生腺腫（APA）の原因遺伝子が研究される中で、 
APAのさまざまなイオンチャネル変異が同定されている。たとえば、内向き整流性カ
リウムチャネルKir3.4をコードするKCNJ5の体細胞変異は、電位依存性Ca2 +チャンネ
ルの活性化を介して細胞内Ca2 +濃度を増加させ、アルドステロン分泌増加を惹起す
るとされている。しかしながら、APA患者のさまざまな臨床的特徴がどのように各遺
伝子変異に関連するのかはまだ明らかではない。 
本研究では、イオンチャネル変異とAPAの病態の関連について研究をおこなう。 
KCNJ5・ATP1A1・ATP2B3およびCACNA1Dのターゲットゲノムシーケンスを外科的治療下
で採取された腺腫サンプルに対して行い、臨床パラメーターに対する各変異の寄与を
分析し、さらにゲノムワイド解析を使用して新しい臨床予測因子の探索を目的とする。  
 
【方法】 
千葉大学医学部附属病院で外科的に加療された APA 患者 96 人の遺伝子変異解析と
臨床解析を行った。手術検体から抽出した DNA を用いてイオンチャネルのターゲッ
トシークエンスを行い、遺伝子変異と臨床所見の相関を解析した。また免疫染色に
て、アルドステロン合成酵素である CYP11B2 発現と遺伝子変異の関連を観察した。
次に臨床所見と相関する分子群を探索するために、mRNA を抽出できた 27 サンプル
に対して RNA-seq を行い、発現様式の類似性をもとにクラスター化した指標と臨床
情報の関連付けから解析する Weighted Gene Correlation Network Analysis（WGCNA）
を行った。 
 
【結果】 
遺伝的変異に依存する APA患者の臨床的特徴の分布 
96人の患者のうち、KCNJ5 変異 60例（62.2％）、ATP2B3変異 2例（2.1％）、2症例の
ATP1A1 変異（2.1％）、CACNA1D 変異 1 例（1.0％ ）。 KCNJ5 変異の各タイプの数は、
G151R で 36 例（37.5％）、L168R で 23 例（24.0％）、Dell 157 で 1 例（1.0％）あっ
た。 
メタ分析レポートによると、KCNJ5変異の全体的な有病率は、人種で頻度が異なって
いても、他のチャネル分子よりも高く、今回の結果は、KCNJ5変異の同様の傾向を示
した。次に、KCNJ5 変異の臨床的特徴への寄与を調査した。血漿中アルドステロン、
尿中アルドステロンおよびアルドステロン-レニン比レベルは、KCNJ5 変異体グルー
プでは、KCNJ5変異体グループなし（変異体なし）よりも有意に高かった。  
 
変異 KCNJ5遺伝子によるアルドステロン産生酵素の直接制御 
KCNJ5 変異がステロイド合成に関連する遺伝子発現に影響を与えるかどうかを判断
するために、抽出された mRNA を使用し RT-qPCR を行った。アルドステロン合成をコ
ードする CYP11B2と CYP17 の発現に有意差はなかったが、グルココルチコイド産生遺
伝子 CYP11B1の発現は KCNJ5変異体では低かった。アルドステロン合成に不可欠な酵
素を提供する HSD3B2は、KCNJ5変異群で有意に高かった。 
免疫組織化学分析では、KCNJ5 変異体の有無に関係なく、CYP11B2 タンパク質の発現
レベルに大きなばらつきがあることも明らかとなった。 
 
WGCNA アプローチを使用した臨床的重症度に相関する分子を特定するためのゲノム
ワイドスクリーニング 
遺伝子発現と臨床データの関係を特定するために、RNA-seqを使用して手術サンプル
から遺伝子発現データを収集し、それらの相互関係に基づいて発現モジュールにクラ
スター化した。モジュールと、血液サンプルデータや生理学的データなどの臨床パラ
メーターとの間の相関の強さを、加重遺伝子共発現ネットワーク解析（WGCNA）と呼
ばれる方法で定量化した。 RNA-seqは、KCNJ5変異の 19症例、ATP1A1変異の 2症例、
および CACNA1D 変異の 1 症例を含む 27 の APA サンプルで行った。次に、WGCNA 分析
により、ある一つのモジュールが尿アルドステロンとの強い相関グループとして特定
された。同モジュール内の遺伝子オントロジー分析により、ATPase 活性が最も有意
に相関する経路であることが示されたことから、WGCNAが生物学的メカニズムと敏感
な生理学的マーカー探索にを有用であることを示唆される。 
APAの重症度はさまざまな腫瘍の特性によって定義されるが、臨床的予後はアルドス
テロン産生能と腫瘍形成に影響される。この観点からアプローチするために、腫瘍サ
イズと強く相関するモジュールを調べた。 WGCNA分析から、腫瘍サイズが全 15モジ
ュールのうち 8つのモジュールと有意に相関していることがわかった。尿アルドステ
ロンの調節において CYP11B2 と潜在的に協力する因子を特定するために、それらのモ
ジュールの遺伝子を 2 次スクリーニングにかけた。これらの 8つのモジュールの遺伝
子の発現レベルと CYP11B2 の発現レベルの積を算出し、これらの値と尿中アルドステ
ロンとの相関分析を実施した。すなわち、このアプローチにより、尿中アルドステロ
ンレベルを規定する要因として CYP11B2 と最も相関の高いパートナーをリスト化し
た。その上位に位置した因子から、細胞増殖に関係する MT-3（メタロチオネチン-3）
と ID2（DNA 結合阻害剤 2）に注目した。ID2 は Helix-loop-Helix ファミリーに属す
る転写因子であり、細胞増殖の促進と分化の抑制に関与している。乳癌や前立腺癌な
どのさまざまな悪性腫瘍で過剰発現し、治療標的マーカーとして注目されている。 
MT-3 は、中枢神経系の神経成長阻害剤として同定された分子であり、正常な副腎お
よび APAを含む副腎病変で免疫染色による発現が報告されている。実際、尿中アルド
ステロンとの相関は、CYP11B2レベルのみと比較して、MT-3または ID2 と組み合わせ
たパラメーターで高くなった。 
【結論】 
本研究では、遺伝的特性と臨床パラメーターの関係を調査するために、APAを有する
96 人の患者の臨床分析を実施した。KCNJ5 変異群において、血漿中アルドステロン、
尿中アルドステロン濃度およびアルドステロン-レニン比のレベルが有意に高かった。
RNA-seqデータと WGCNA を使用した分析により、尿中アルドステロンレベルに関係す
る特定の遺伝子クラスターが 1つ見つかった。このクラスターは CYP11B2 を含み、ア
ルドステロン合成に関連していた。腫瘍サイズデータを用いたさらなるクラスター分
析によって、MT-3 または ID2 の発現が CYP11B2 発現と組み合わせたパラメーターと
して使用できることを示した。KCNJ5に代表されるイオンチャンネル変異とアルドス
テロン分泌に直接関わる CYP11B2 遺伝子発現には有意な相関を認めなかった一方で、
新たに用いた遺伝子クラスター解析は、複合的な臨床像から関連する分子機構を解明
するツールになりえる。 
